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摘要 :通过 磷脂 脂肪 酸 (Phospholipid fatty acid , PLFA) 生物 标记 法 对 云南 省 香格里拉 县 的 高 山 栎 灯 和 高 山 松林 内 的 松 莹 菌 塘 和 
非 菌 塘 的 土壤 微生物 群落 进行 对 比分 析 , 结 果 显 示 :1) 菌 塘 内 的 优势 菌 群 主 要 包括 真菌 ( 18:206 , 9c 18; 1w9e 18:3 w6e(6,9, 
12) ) . 革 兰 氏 阴 性 菌 (19:0 cyclo w8c) . 革 兰 氏 阳 性 菌 (15:0 iso) 和 未 被 鉴定 的 PLFAs(16:0<17:1 anteiso B,18:1 w6c,16:1 w6c 
All 18:0) ;2) 从 群落 组 成 上 看 , 菌 塘 内 的 真菌 百 分 含 量 、 真 菌 /细菌 生物 量 比 ( F/B) 显 著 高 于 非 菌 塘 , 而 革 兰 氏 阴 性 菌 ( GNB) 和 
革 兰 氏 阳 性 菌 (GPB) 的 百 分 含 量 ,以 及 总 PLF As 均匀 度 (]) 均 低 于 非 菌 塘 ;3) 从 群落 结构 上 看 ,土壤 微生物 群落 在 菌 塘 和 非 菌 
塘 间 、 以 及 不 同 林 型 间 均 存在 显著 差异 ,日 菌 塘 对 群落 结构 的 影响 大 于 林 型 ;4) 无 论 是 在 群落 组 成 还 是 群落 结构 上 , 林 型 均 不 
与 菌 塘 存在 交互 作用 , 即 松 营 菌 塘 的 土壤 微生物 群落 特征 不 随 宿主 森林 类 型 而 发 生 改变 ;5) 土壤 化 学 性 质 与 林 型 密切 相关 ,但 
与 菌 塘 关系 不 明显 。 上 述 结果 表 明 , 菌 塘 内 的 土壤 微生物 群落 组 成 和 结构 与 非 菌 塘 有 所 不 同 , 且 在 两 种 林 型 中 表现 相似 。 
关键 词 : 松 昔 ; 菌 塘 ; 土 壤 微 生物 群落 ; 林 型 ; 砍 脂 脂肪 酸 (PEFA》 
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Abstract; The composition and structure of the soil microbial community is a key determinant of the growth and 
development of the prized edible mycorrhizal fungus Tricholoma matsutake and its shiro. However, little is known about any 
differences in the composition and structure of soil microbial communities between shiro and non-shiro soils, and whether 
these differences vary among different host forest types. In this study, we used phospholipid fatty acid (PLFA) analysis to 


compare the soil microbial communities of shiro and non-shiro soils in two forests dominated by Quercus semecarpifolia and 
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Pinus densata in Shangri-La County in northwest Yunnan, China. We found that; 1) fungi (18:206,9c, 18:109c, 18:3 
w6c (6,9,12) ) , gram-negative bacteria ( 19:0 cyclo w8c) , gram-positive bacteria ( 15:0 iso) , and non-specific PLFAs 
(16:0, 17:1 anteiso B, 18:1 w6c, 16:1 w6c, 18:0) were the dominant microbial groups in shiro; 2) the percentage of 
fungi and the biomass ratio of fungi to bacteria ( F/B) were significantly higher in shiro than in non-shiro soils, but the 
percentages of gram-negative bacteria and gram-positive bacteria, and the evenness (J) of total PLFAs were lower in shiro 
than in non-shiro soils; 3) soil microbial community structure differed significantly between shiro and non-shiro soils and 
between the two forest types, and the difference between shiro and non-shiro soils was greater than the difference between 
the two forest types; 4) there was no interaction between shiro and forest type, which indicates that shiro microbial 
community characteristics did not differ between host forest types; 5) soil chemical properties differed significantly between 
the two forest types; however, no obvious difference was found between shiro and non-shiro soils. Our findings revealed 
differences in the composition and structure of shiro and non-shiro soil microbial communities, and that these differences 


were consistent across both Quercus semecarpifolia and Pinus densata forests. 
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JME fal HE ( Ectomycorrhiza , ECM ) 是 由 土壤 真菌 与 植物 根系 形成 Bt BSE AE pon ,是 森林 生态 系统 的 重 
要 组 成 部 分 ,在 维持 生态 系统 稳定 和 多 样 性 等 方面 发 挥 着 重要 作用 5 二- 松口 JE ( Tricholoma matsutake) ,又 名 
PEE, cE — PILAR ER] Mg BO ECM Ev pal, 3:925 PARURE ERE I HE AEH AE VER. , 6118 AS B S 
松 ( Pinus densiflora ) , PS ( Pinus pumila) , PS A AS £& AZ ( Tsuga siebordii ) Ue). 芬兰 的 欧洲 赤松 (Pinus 
sylvestris) 欧洲 云 杉 ( Picea. abies) ,以 及 中 国 的 高 山 松 CPinus densata) 、 云 南 松 ( Pinus yunnanensis) 、 高 山 栎 
(Quercus semecarpifolia ) 和 元 江 锥 (Castanopsis orthacantha) 5 P! 。 最 新 研究 还 发 现 , 松 昔 能 被 成 功 接种 到 其 
他 科 属 的 根系 ,在 试验 条 件 下 产生 共生 关系 甚至 形成 菌 塘 结构 ,例如 , 蔷 答 科 的 Prunus speciosa"! 、 桦 木 科 的 
Betula platyphylla var. japonicat ^ 以 及 栋 科 的 Gedrela_jperrerae05 。 这 充分 说 明 松 昔 宿 主 植物 的 多 样 性 和 广 
谱 性 。 

松 昔 子 实体 是 名 贵 的 野生 食用 菌 * 主 要 出 鼎 日 本 ,在 当地 市 场 上 价格 高 达 1000 美元 /kg 。 以 日 本 学 者 
为 主 的 科学 家 对 松 营 的 人 工 裁 培 进 行 了 近 百 年 的 探索 ”1 ,取得 一 定 成 果 。 目 前 能 实现 菌 根 合成 并 生成 
一 定 的 菌 塘 结构 ,但 尚未 完全 实现 人 王 栽 培 出 莫 ' ”| 。 究 其 原因 ,一 方面 是 我 们 对 松 莹 与 其 宿主 植物 之 间 的 
相互 关系 和 作用 机 制 的 于 解 不 全 面 ; 另 一 方面 ,对 松 昔 菌 塘 及 其 内 的 微生物 群落 特征 了 解 较 少 。 

菌 塘 ( Shiro) 是 由 松 莹 的 地 下 菌 丝 \ 宿 主根 系 及 周围 的 土壤 结合 形成 的 白色 海绵 状 结构 中 ,是 松茸 生长 的 
重要 载体 和 完成 主要 生活 史 的 具体 场所 :2 。 关 于 松 昔 菌 塘 内 的 微生物 ,前 人 已 做 了 一 些 探讨 一 ” ,研究 结果 
的 广度 和 深度 随 着 技术 的 发 展 不 断 提高 。 日 本 学 者 Ohara 等 人 早 在 1967 年 便 采用 分 离 培养 的 方式 发 现 菌 塘 
中 可 培养 的 细菌 和 放 线 菌 减 少 '”。 随 着 技术 的 发 展 ,Lian'”” , Kataoka 7" , Vaario7* , HX JE 7" 55 A 4) pg it 
形态 学 鉴定 ITS ( Internal transcribed spacer,1ITS) 多 态 性 分 析 、PCR- 变 性 梯度 凝 胶 电泳 (Denaturing gradient gel 
electrophoresis , DGGE ) 技术 BH HE Wi We ( Phospholipid fatty acid,PLFA) 生物 标记 法 等 手段 对 松香 菌 塘 土 壤 微 
生物 群落 特征 进行 了 深入 研究 。 近 年 来 ,由 于 新 一 代 测 序 技术 的 发 展 ,宏基 因 组 学 方法 也 运用 到 松 昔 函 塘 的 
BEBE EP) 。 尽 管 如 此 ,前 人 对 松 昔 菌 塘 微 生物 的 研究 只 针对 松 科 某 一 种 宿主 森林 类 型 ,如 Ogawa ^ 7^, 
Lian ^ , Ohara?! , Kataoka fl Kim 7? 4& A BUJEZZ ,尚未 见 壳 斗 科 宿 主 森林 菌 塘 内 微生物 群落 的 研究 报道 。 
除 此 之 外 ,还 未 见 不 同 宿主 森林 类 型 内 松 苷 画 塘 微生物 群落 组 成 和 结构 的 对 比分 析 ,缺乏 对 规律 性 的 认 知 。 

本 研究 以 松茸 典型 产 区 云南 省 迪 庆 州 香格里拉 县 分 布 的 高 山 栎 林 和 高 山 松林 为 研究 对 象 , 采 用 磷脂 脂肪 
酸 (PLFA) 生 物 标记 法 "对比 研 究 上 述 两 种 松 莹 宿主 森林 类 型 内 的 菌 塘 和 非 菌 塘 的 土壤 微生物 群落 特征 ,分 
析 与 其 相关 的 土壤 化 学 性 质 。 目 的 是 回答 松茸 阔 塘 微生物 群落 特征 在 不 同 林 型 间 是 否 存在 异同 的 科学 问题 ， 
为 科学 管理 具有 高 附加 值 的 松 莹 资源 ,保障 其 产量 和 质量 ,以 及 探索 人 工 栽 培 条 件 奠定 研究 基础 。 
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1 研究 地 区 与 研究 方法 


1.1 研究 点 概况 

选择 松茸 产量 较 高 且 具 有 高 山 松 和 高 山 栎 分 布 的 云南 省 迪 庆 州 香格里拉 县 建 塘 镇 吉 迪 村 为 研究 地 点 。 
该 村 所 在 的 香格里拉 县 平均 海拔 3300m , 干 湿 季 分 明 且 昼夜 温差 较 大 。 年 平均 气温 为 7.3% ,年 平均 最 低 气温 
为 1.9% ,年 平均 最 高 气温 为 14.3% ,年 平均 降水 量 为 38.5mm ,年 平均 相对 湿度 为 61%( 中国 气象 数据 网 hup : 
// data.cma.cn/site/index.html 香格里拉 气象 站 数据 ) 。 其 中 高 山 栎 林 研 究 点 (99°37’52.59”E ,28°05'38:48”N) 
平均 海拔 为 3747m ,森林 建 群 种 为 高 山 栎 ( Quercus semecarpifolia) , 约 占 45.1996 ,平均 高 度 为 7.71m; 高 山 松林 
研究 点 (99°38'28.73” E,28*04' 11.09" N) 平均 海拔 为 3452m ,森林 建 群 种 为 高 山 松 ( Pinus densata)., £5 8 
64.06% ,平均 高 度 为 6.20m。 两 种 森林 类 型 下 均 有 杜 鹏 灌 从 分 布 。 
1.2 样品 采集 

土 样 采集 工作 于 2014 年 8 月 上 旬 完 成 ,该 时 间 段 为 松 昔 出 菇 的 活跃 期 。 为 使 取样 具有 代表 性 ,在 两 种 林 
型 各 设置 了 5 个 20mx20m 的 重复 样 方 。 为 避免 假 重复 , 样 方 间 的 距离 均 大 于 2Sm; 且 每 个 样 方 中 至 少 有 3 个 
距离 大 于 2m 的 松 营 菌 塘 。 去 除 土壤 腐殖质 层 后 ,在 每 个 样 方 中 , 用 土 钻 采集 3 个 菌 塘 的 矿质 层 0 一 10cm 处 
的 土壤 。 作 为 对 照 ,再 根据 五 点 取样 法 采集 5 个 非 菌 塘 的 矿质 层 0 一 10cm 处 的 土壤 。 采 集 的 土 样 先 过 4mm 
第 , 然 后 用 冰袋 保鲜 及 时 运 回 实验 室 。 所 有 土 样 一 部 分 风干 用 于 土壤 化 学 性 质 测定 , 男 一 部 分 保存 在 -20%C 
冰箱 用 于 土壤 微生物 分 析 。 

本 实验 共 10 个 样 方 ,80 份 土壤 样品 。 后 期 处 理 中 , 按 样 方 将 重复 样品 均匀 合并 ,每 个 样 方 有 2 份 土壤 样 
品 : 一 份 菌 塘 矿质 层 土 样 和 一 份 非 菌 塘 矿 质 层 土 样 人 最 终 共 有 20 份 士 壤 样品 用 于 后 面 的 土壤 微生物 群落 结 
构 分 析 和 土壤 化 学 性 质 测定 。 
1.3 土壤 化 学 性 质 测定 

用 于 化 学 性 质 测定 的 土壤 首先 过 2mm 的 得 ;一 部 分 用 碳 氮 分 析 仪 (Vario MAX CN, Germany ) 测 定 土壤 全 
碳 和 全 氮 含 量 , 用 ICP-AES 分 析 仪 测定 土壤 全 磷 含 量 z 男 一 部 分 经 研磨 再 过 0.25mm 筛 后 用 精密 酸度 计 
(PHS-3C,Shanghai) 测 定 土壤 pH 值 。 测 定 过 程 交 由 中 国 科学 院 西 双 版 纳 热带 植物 园 生 物 地 球 化 学 实验 室 
完成 。 
1.4 土壤 微生物 群落 PLFAs 测定 

土壤 微生物 群落 组 成 的 测定 ,采用 PLFA 生物 标记 法 。PLFA 的 提取 过 程 参考 Bossio 和 Scow'” 的 方法 ， 
测定 过 程 由 中 国 科学 院 华 南 植 物 园 退 化 生态 系统 植被 恢复 与 管理 重点 实验 室 完成 。 
1.5 数据 处 理 

对 PLFA 原始 数据 进行 整理 ,包括 每 个 样品 中 PLFA 的 组 成 、 百 分 含量 和 生物 量 等 信息 。 其 中 ,单个 
PLFA 的 百 分 含 量 表示 该 特征 PLFA 占 总 提取 的 PLFAs 量 的 百分数 520 。 单 个 PLFA 的 生物 量 由 内 标 19:0 的 
反应 值 转换 而 来 ,单位 为 nmol/g, 表 示 每 克 干 土 中 该 PLFA 的 含量 ,公式 如 下 : 


该 PLFA 的 Response 面积 x RFact 矫正 系数 
19:0 的 Response 面积 x RFact 矫正 系数 
(19:0 的 浓度 x 总 体积 ) + 19:0 的 摩尔 质量 
实际 称 土 量 


用 R 软件 包 (vegan) 进行 数 据 分 析 。 测 定 微 生物 多 样 性 的 指标 ,包括 Shannon-Wiener 多 样 性 指数 (万 ) 、 
Pielou 均匀 度 指数 (Evenness,]) 和 PLFAs 丰 度 (Richness,S)。 具 体 计算 公式 如 下 . 
(1) Shannon-Wiener ZFÉETETRA (HI) 09. 


某 一 PLFA 的 生物 量 = 


H-- > Pn P, 
i=l 
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式 中 ,$ 表示 样品 中 PLFA 生物 标记 的 数目 , 即 丰 度 ,P, 表 示 第 i 个 种 占 总 数 的 比例 。 
(2) Pielou 均匀 度 指 数 () 09? ， 
J=- > Pln P,/lnS 


用 百 分 含 量 .生物 量 和 多 样 性 指数 表征 土壤 微生物 群落 组 成 。 根 据 各 个 变量 的 数据 分 布 属性 ,分 别 采 用 
二 项 分 布 检验 (Binomial test ,针对 百 分 含 量 ) , 双 因 素 方差 分 析 (Two-way ANOVA ,针对 生物 量 ) 和 泊 松 分 布 检 
验 (Poisson test, 针 对 总 PLFAs 多 样 性 .均匀 度 和 丰 度 ) 进行 菌 塘 、 林 型 及 其 交互 作用 对 土壤 微生物 组 成 影响 的 
显著 性 检验 。 用 非 参 数 多 元 方差 分 析 法 (Permutational analysis of variance ,PERMANOVA ) 分 析 群 落 结构 差异 ， 
及 其 与 菌 塘 和 林 型 的 相互 关系 ,并 通过 典范 对 应 分 析 ( Canonical correspondence analysis , CCA , CANOCO 4.5 软 
件 ) 偶 联 与 之 相关 的 土壤 化 学 因子 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 菌 塘 的 土壤 微生物 群落 组 成 

不 同 的 磷脂 脂肪 酸 表征 不 同 的 微生物 类 群 .*, 表 1 显示 了 所 有 样品 中 出 现 的 PLFAs/ 及 其 代表 的 微生物 
类 群 。 所 有 样品 中 共 出 现 了 76 种 PLFAs ,每 个 样品 中 平均 有 (40+5 ) 种: 

菌 塘 中 共计 出 现 63 种 PLFAs, 其 中 主要 的 10 种 PLFAs 分 别 为 指 代 真 菌 的 18:206,96 (8.4996) 、18:1w9c 
(7.51%) 和 18:3 w6c (6,9,12) (2.4496) , FE rH 18.44% ; 指 代 革 兰 氏 阴 性 菌 的 19:0 cyclo w8c, 占 3.78%; 指 代 
革 兰 氏 阳 性 菌 的 15:0 iso, i 3.5196 ;未 被 鉴定 的 非特 异性 脂肪 酸 :16:0(16.96%) .17:1 anteiso B( 13.77%) ) 、 
18:1 w6c( 6.85%) .16:1 w6c(4.7596) Il 18:0(3.1696) , dE i5 45.49% . 


表 1 用 于 微生物 生物 标记 的 磷脂 脂肪 酸 
Table 1 Phospholipid fatty acids( PLFAs) used as microbial indicators 


微生物 类 型 Microbial groups 磷脂 脂肪 酸 生 物 标记 PLFA biomarker 

放 线 菌 Actinomycetes 2476] 16:0 10-methyl,/17:0 10-methyl, 18:0 10-methyl, TBSA, 19:0 10—methyl 
丛 枝 菌 根 真 菌 AMFL3738] 16:1 w5e 

真菌 Fungi 95971 18:2 96,9c, 18:1 090, 18;3 w6,9,12c 


12:0 20H, 15:1 «6c, 15:0 30H, 16:1 «9c, 16:1 o7c alcohol, 16:1 o11c, 16:0 20H, 16:1 20H, 17:1 
w8c, 17:0 cyclo, 18:0 20H, 18:1 w5c, 19:0 cyclo w8c, 20:1 w9c 


革 兰 氏 阴 性 菌 GNB 95:97. 39-40] 


革 兰 氏 阳 性 菌 GPBO 41 13:0 iso, 14:0 iso, 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso, 16:0 anteiso, 17:0 iso, 17:0 anteiso, 18:0 iso 


In: 


(18:2.06,9c, 18:1 w9c, 18:3 06,9, 12c)/( 12:0 20H, 15:1 w6c, 16:1 «9c, 16:1 w7c alcohol, 16:1 
真菌 /细菌 比 F/B ratio @llc, 16:0 20H, 16:1 20H, 17:1 w8c, 17:0 cyclo, 18:0 20H, 18:1 w5c, 19:0 cyclo w8c, 20:1 w9c, 13: 
0 iso, 14:0 iso, 15:0 anteiso, 15:0 iso, 16:0 iso, 16:0 anteiso, 17:0 iso, 17:0 anteiso) 


(12:0 20H, 15:1 w6c, 16:1 «9c, 16:1 w7c alcohol, 16:1 wllc, 16:0 20H, 16:1 20H, 17:1 w8c, 17:0 
cyclo, 18:0 20H, 18:1 «5c, 19:0 cyclo w8c, 20:1 99c)/(13:0 iso, 14:0 iso, 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 
iso, 16:0 anteiso, 17:0 iso, 17:0 anteiso) 


革 兰 氏 阴 性 菌 / 革 兰 氏 阳 性 菌 
GNB/GPB ratio 


10:0 20H, 10:0 30H, 11:0 iso 3OH, 12:0, 12:0 iso, 12:030H, 12:1 at 11-12, 13:0, 13:0 anteiso, 13:0 
20H, 13:0 30H, 14:0, 14:0 iso 30H, 14:1 w5c, 15:0, 15:0 20H, 15:1 iso G, 15:1 iso F, 15:0 iso 30H, 
非特 异性 脂肪 酸 15:1 anteiso A, 15:1 w8c, 16:0, 16:1 iso G, 16:1 iso H, 16:0 30H, 16:1 w6c, 17:0, 17:0 20H, 17:1 iso 
Unspecific PLFAs o5c, 17:1 anteiso A, 17:1 anteiso B, 17:1 anteiso Wc, 17:1 w7c, 17:0 iso 30H, 18:0, 18:0 30H, 18:1 
20H, 18:1 w6c, 18:1 w/e I1 methyl, 19:0, 19:0 iso, 19:0 anteiso, 19:1 «9c, 19:1 «6c, 20:0, 20:1 
@7c, unknown 10.928 


GNB. 革 兰 氏 阴 性 菌 Gram-negative bacteria;GPB; 革 兰 氏 阳 性 菌 Gram-positive bacteria; AMF; 从 枝 菌 根 真菌 Arbuscular mycorrhizal fungi; F/ 


B: 真 菌 / 细 菌 比 Ratio of fungal to bacterial PLFAs; GNB/GPB; 革 兰 氏 阴 性 菌 /阳性 菌 比 Ratio of Gram-negative bacterial to Gram-positive 


bacterial PLFAs 


2.2. 菌 塘 和 林 型 对 土壤 微生物 群落 组 成 的 影响 
总 结 土 壤 微 生物 群落 组 成 的 各 个 指标 在 菌 塘 和 林 型 间 的 差异 ( 表 2) ,统计 检验 结果 发 现 ,土壤 微生物 的 
百 分 含 量 、 生 物 量 和 多 样 性 均 在 不 同 程度 上 受 菌 塘 的 影响 ,植被 类 型 对 土壤 微生物 群落 的 影响 仅 体现 在 个 别 
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类 群 的 生物 量 方面 。 

菌 塘 内 真菌 百 分 含量 显著 增加 (P < 0.001) , 革 兰 氏 阴性 菌 (GNB,P < 0.05) 和 革 兰 氏 阳 性 菌 ( GPB,P < 
0.01) 的 百 分 含 量 显著 降低 。 例 如 ,真菌 百 分 含 量 在 高 山 栎 林内 由 12.03+0.25 增加 为 19.98+3.38 ,在 高 山 松 林 
内 由 13.92+0.39 增加 到 16.89+1.02。 菌 塘 内 放 线 菌 和 从 枝 菌 根 真菌 (AMF) 的 百 分 含 量 减 少 ,但 不 显著 (P > 
0.05)。 菌 塘 内 真菌 /细菌 生物 量 比 (F/B) 显 著 高 于 非 菌 塘 (P < 0.01)。 总 的 来 说 , 菌 塘 并 不 影响 土壤 微生物 
总 PLFAs 多 样 性 ( Shannon 多 样 性 指数 ) 和 丰 度 , 及 各 微生物 类 群 的 PLFAs 丰 度 ,但 菌 塘 内 土壤 微生物 总 
PLFAs 均匀 度 (Pielou 均匀 度 指数 ) 显著 低 于 非 菌 塘 (P < 0.05)。 

除了 真菌 和 AME 的 生物 量 , 林 型 对 大 部 分 表征 土壤 微生物 群落 组 成 指标 的 影响 并 不 显著 ,也 不 与 菌 塘 产 
生 交 互 作用 。 林 型 对 真菌 和 AMF 生物 量 的 影响 表现 为 :真菌 和 AMF 生物 量 在 高 山 栎 林内 均 显 著 高 于 高 出 松 
林 (P < 0.05), 


表 2 ， 菌 塘 、 林 型 及 其 交互 作用 对 土壤 微生物 百 分 含量 .生物 量 和 多 样 性 的 影响 


Table 2 Effects of shiro, forest type and their interactions on soil microbial percent, biomass and diversity (mean+SE, n=5) 


高 山 栎 林 Q. semecarpifolia 高 山 松林 已 densata 显著 性 检验 Significance test 
AERE Variables ap ER up am X Hao HORUM 
Shiro or Shiro Near Shiro Forest uda 

C5 | 7 ! Shiro Shiro type Forest type 
sea 百 分 含 量 。 真菌 Fungi 19.980+3.382  12.034+0.247 16.886+1.023 13,92040.388 — s * * ns ns 
c Percent/% 革 兰 氏 阴 性 菌 GNB 10.384+1.112 13.278+0.168 一 8.184+1.160 ”11.526+0.224 ns ns 
en 革 兰 氏 阳性 菌 GPB 10.356+2.209 14.870+0.230 ，10.338t+1.276 — 13.768x0.618 六 六 ns ns 
© 放 线 菌 Actinomycetes 3.318+1.366 .4,808«0.700 — “2.790+0.952  4.624+0.677 ns ns ns 
fee) 从 枝 菌 根 真菌 AMF 1.040+0.275 — 1.98440.048 — 0.67420.073 1.328+0.128 ns ns ns 
= 非特 异性 PLFAs 54.500+1.310~ 53:024+0.815 61.110+2.099 — 54.256+1.237 ns ns ns 
Y 生物 量 ? 总 PLFAs Total PLFAs 33.373+8.344 33.571+5.896 “21.222+3.654 27.558+1.757 ns ns ns 
Biomass/(nmol/g) ”真菌 Fungi 5.983+0.814 ™ 4.047+0.640 3.514+0.430 3.880+0.274 ns * ns 
2 革 兰 氏 阴 性 菌 GNB 3.68441.171_4.564+0.832 1.897+0.583 — 3.218+0.254 ns ns ns 
x< 革 兰 氏 阳性 菌 GPB 4,031+1.820 ”4.849+0.820 2.254+0.592 3.871+0.314 ns ns ns 
© WEA Actinomycetes 1.469+0.920 1.693+0.483 — 0.73840.396 — 1.32140.251 ns ns ns 
: = 从 枝 菌 根 真菌 AMF 0:408+0.198 0.657+0.107 0.148+0.036 — 0.37040.058 ns * ns 
fo 非特 异性 PLFAs 18.305+4.008 17.986+3.114 13.058+1.751 15.122+0.676 ns ns ns 
© F/B 1.120+0.286 0.435+0.013 1.019+0.205 0.550+0.023 六 六 ns ns 
GNB/GPB 1.08540.158  0.93740.019 — 0.8290.099 — 0.83240.012 ns ns ns 
多 样 性 AX PLFAs ZFETECH) 2.910+0.078  3.026+0.019  2.834+0.086 —— 2.962+0.040 ns ns ns 
Diversity 总 PLFAs 355] REC) 0.785+0.011 ~ 0.81720.006 0.783+0.014 0.804+0.005 * ns ns 
&à PLFAs-:EJE(S) 41.000+3.332  40.60040.927  37.40022.064 40.000+1.517 ns ns ns 
真菌 Fungi 丰 度 3.000+0.000 3.000+0.000 ”3.000+0.000 ^ 2.80040.179 ns ns ns 
革 兰 氏 阴 性 菌 GNB 丰 度 8.200+0.716 7.600+0.492 6.800+0.581 7.600+0.224 ns ns ns 
革 兰 氏 阳 性 菌 GPB 丰 度 6.600+0.492 7.000+0.000 6.200+0.179 -6.600+0.224 ns ns ns 
放 线 菌 Actinomycetes 丰 度 2.400+0.224 2.800+0.179 2.200+0.179 2.600+0.224 ns ns ns 
从 枝 菌 根 真菌 AMP 丰 度 1.000+0.000 ”1.000+0.000 ”1.000+0.000 ”1.000+0.000 ns ns ns 
非特 异性 PLFAs 丰 度 19.800+2.102 19.200+0.716 18.200+1.252 19.200+1.252 ns ns ns 


n; P >0.05, * P«0.05, **P<0.01, *** P< 0.00l;a; 采用 二 项 分 布 检验 ;b. 采用 双 因 素 方 差分 析 ;c: 采用 泊 松 分 布 检验 


2.3 ” 菌 塘 和 林 型 对 土壤 微生物 群落 结构 的 影响 

通过 非 参数 多 元 方差 分 析 发 现 ( 表 3), 菌 塘 、 林 型 均 显 著 影 响 土壤 微生物 群落 结构 ,其 中 菌 塘 (R? = 
0.263,P < 0.01) 的 影响 大 于 林 型 (R*=0.173,P < 0.05) 的 影响 ,但 两 者 的 交互 作用 对 微生物 群落 结构 的 影响 
不 显著 (P > 0.05) 。 


TH 
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A3 菌 塘 、 林 型 及 其 交互 作用 对 土壤 微生物 群落 结构 的 非 参 数 多 元 方差 (PERMANOVA ) 分 析 
Table 3 Result of PERMANOVA test about the effects of shiro, forest type and their interactions on soil microbial community structure 


变量 Variables Df Sq F. Model m P 
菌 塘 Shiro 1.000 0.212 7.574 0.263 0.004 ** 
林 型 Forest type 1.000 0.140 4.975 0.173 0.015* 
菌 塘 x 林 型 Shiro x Forest type 1.000 0.007 0.249 0.009 0.869 


* P«0.05, ** P « 0.01;df: 自由 度 Degree of freedom;Sg: 均 方 Mean Square;F.Model:F 检验 的 结果 The result of F-test 


2.4 ”微生物 群落 结构 与 阔 塘 、 林 型 和 土壤 化 学 性 质 的 关系 

对 样品 中 出 现 频率 最 高 的 40 种 磷脂 脂肪 酸 进行 典范 对 应 分 析 ( Canonical correspondence analysis, CCA) , 
发 现 除 菌 塘 和 和 森林 类 型 外 ,各 个 土壤 化 学 指标 也 在 不 同 程度 上 与 土壤 微生物 的 群落 结构 相关 (图 1) 。 然 而 进 
一 步 分 析 表 明 ,这 些 土壤 化 学 指标 主要 与 林 型 相关 联 ( 表 4) ,表现 为 高 山 栎 林 的 全 碳 (P < 0.001) , CP < 
0.05) 全 磷 (P < 0.001) 和 碳 氮 比 (P < 0.001) 显著 高 于 高 山 松 林 , 而 pH 值 显著 低 于 高 山 松 林 (P,<i0.05)。 对 
于 菌 塘 和 非 菌 塘 , 土 壤 化 学 性 质 间 并 无 显著 差异 ( 表 4) 。 


表 4 和 菌 塘 、 林 型 及 其 交互 作用 对 土壤 化 学 性 质 的 影响 


Table 4 Effects of shiro, forest type and their interactions on soil chemical properties (mean+SE, n=5) 


高 山 栎 林 Q. semecarpifolia 高 山 松林 P. densata 双 因 素 方 差分 析 Two-way anova 
变量 Variables [T 非 菌 塘 AE 非 菌 塘 菌 十 Mon 菌 塘 x 林 型 
Shiro Non-Shiro Shiro Non-Shiro Shiro Forest type Shiro X Forest type 
pH 4.53240.327  4.476x0.332 — 4.94440.117 | / 5.2364.0.109 ns * ns 
全 碳 Total carbon/( g/kg) 51.412x11.177. 57.592+9.962 15.500£1.851  22.144+3,374 ns 本 兴 ns 
4A Total nitrogen/( g/kg) 1.770£0.467 — 2.28240.423 — 0.930:0.158 “1.206+0:182 ns * ns 
4l Total phosphorus/(g/kg) ^ 0.576:0.043 0.634+0.046 ^ 0.37240.045 “0.430+0.049 ns m ns 
碳 氮 比 (CZN) 29.998+1.140 “25.544+0.6981 117.438+1i671 . 18.621+1.266 ns m * 


ns; P» 0.05, * P«0.05, ** P<0.01, "** P « 0.001 


SE 48 VL AY ot AE TRE ZA 2 3] HC 3 18 EEA KAR OB Ag AT PA EE OED, PR B RC 
产量 和 质量 FPA SEA LUIS PA BS LS YE BH PATATE S PB A Ab BY ZUR HE HUE XS 
过 去 针对 赤松 ( Pinus densiflora ) 林芝 于 28-29) n ( Pinus pumila ) AK. zx TZ ( Picea glehnii ) AK EXT ( Tsuga 
sieboldii ) Jk ^ ^55 FE ARAKI TIE IB ATT AAS EF ad A ES EVI REA EE, (AL LOE SE 2 iB 
常 相对 独立 RZ B RF EG, BER BATT PS EE Pas AE TS PIE ES EEL, ASE SEAS LE ET 
完 斗 科 高 山 栎 林内 的 菌 塘 微生物 群落 特征 ,还 将 其 与 高 山 松 林 进 行 对 比分 析 , 浅 析 其 共性 和 规律 。 

研究 主要 发 现 ,尽管 高 山 栎 林 的 真菌 和 AMF 的 生物 量 显著 高 于 高 山 松林 ( 表 2) , 且 两 种 林 型 在 微生物 群 
落 结构 上 存在 显著 差异 ( 表 3 .图 1) ,但 高 山 栎 林 和 高 山 松林 间 菌 塘 微 生物 群落 特征 的 差异 并 不 显著 。 此 外 ， 
非 参 数 多 元 方差 分 析 也 表明 菌 塘 对 土壤 微生物 群落 结构 的 影响 大 于 林 型 ( 表 3), 且 两 者 间 不 产生 交互 作用 。 
综 上 所 述 , 研 究 认 为 本 研究 涉及 的 两 种 林 型 间 松 昔 菌 塘 微 生物 群落 的 特征 基本 相似 ,具有 共性 。 然 而 该 共性 
是 否 普 遍 存在 并 具有 规律 ? 有 待 更 加 广泛 的 取样 和 深入 的 研究 来 解答 。 

松茸 菌 塘 具有 特定 的 微生物 群落 特征 。 与 非 菌 塘 相 比 , 菌 塘 内 的 真菌 含量 增加 ,可 能 主要 由 松 昔 本 里 为 
优势 类 群 所 决定 。 无 论 采 用 哪 种 方法 ,前 人 已 知 的 研究 结果 均 表 明 菌 塘 内 细菌 减少 '””。 本 研究 再 次 印证 
了 该 观点 ,发现 GPB 和 GNB 在 菌 塘 中 的 百 分 含 量 显 著 下 降 。 分 析 其 原因 ,目前 存在 两 种 可 能 性 解释 。 首 先 ， 
根据 最 新 研究 , 松 芋 子 实体 在 实验 室 离 体 条 件 下 会 分 泌 由 吡 喃 糖 氧化 酶 ( pyranose oxidase ) 产生 的 过 氧化 氢 ， 
可 抑制 致 病菌 立 枯 丝 核 菌 ( Rhizoctonia solani) 的 生长 。 本 研究 中 土壤 取样 时 间 恰 好 是 出 菇 期 ,如 果 在 野外 
条 件 下 松 昔 子 实体 也 能 分 泌 过 氧化 氢 , 可 能 是 解释 GPB 和 GNB 减少 的 原因 。 其 次 ,Park A) SEE 
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ZR RAUS DSCRU bal SH ERE PI Op PS Bll — PSR J oT PP 
Trichoderma songyi ,该 属 物种 通常 为 植物 病原 体 的 生物 Hi 
控制 媒介 ,而 Vaario 59 KOCH, ARS 
松 昔 总 是 存在 共生 关系 ,因此 另 一 种 可 能 即 是 松 昔 在 木 ra 
45 8 IRR B UB P RI f] PERS PY 2 al AE 

本 研究 还 发 现 ,从 PLFAs 多 样 性 看 , 菌 塘 与 非 菌 塘 
并 不 存在 显著 差异 ,也 就 是 说 菌 塘 也 具有 丰富 的 类 群 多 
样 性 ( 表 2) ,这 与 Vaario 等 :2 的 观点 相似 。 另 外 , 菌 塘 
与 非 菌 塘 的 总 PLFAs 生物 量 也 基本 等 量 。 有 趣 的 是 ， eus 
针对 北方 温带 森林 外 生 菌 根 菌 Piloderma 菌 丝 热 和 非 菌 m Pd(Shiro) 
丝 执 ( 与 本 文 菌 塘 和 非 菌 塘 概 念 相似 ) 的 定量 PCR 研究 g TT 
也 有 类 似 发 现 '% 。 这 可 能 说 明 在 外 生 菌 根 菌 主导 的 土 s —— À "n 
BER 22 b , AE V i ^E V] tc 53 Jd xu SERE BL, BA 
而 , 菌 塘 的 PLFAs 均匀 度 显著 下 降 , 说 明 尽 管 总 生物 量 图 1 土壤 微生物 PLFAs 与 土壤 化 学 性 质 的 典范 对 应 分 析 
和 多 样 性 维持 稳定 ,但 菌 内 各 组 分 间 的 相对 合 量 较 非 “Fi Canin einst ana of mici PLEA 
菌 塘 发 生 了 变化 ,这 种 变化 的 结果 使 得 各 组 分 间 的 相对 Qs. BILLER Onsenledarptfitin, Pd. 高 山 松林 P. densata; Shiro: 
含量 差异 增 大 。 最 为 典型 的 代表 便 是 真菌 与 细菌 的 相 — sio Nosshiro: AE MUBCTC. 全 碳 Total carbon; TN; 4248 Total 
对 变化 上 , 菌 塘 内 真菌 比例 增加 ,细菌 比例 下 降 , 导 致 菌 。 nibogen; TP: 全 磷 -TotaL fosphorus; C/N: 碳 氮 比 Ratio of total 
SEA F/B 显著 增加 ( 表 2) 。 carbon to total nitrogen 

分 析 发 现 尽管 两 种 林 型 间 的 pH e c EAL, BE 
和 碳 氮 比 存在 显著 差异 ( 表 4) ,但 菌 塘 和 非 菌 塘 的 证 壤 化 学 特征 基本 相同 ,说 明 松 昔 主 导 菌 塘 后 并 未 改变 土 
壤 的 化 学 性 质 。 该 结果 与 Vaario 等 .在 的 芬兰 的 研究 结果 相同 。 最 后 ,值得 注意 的 是 , 仍 有 超过 一 半 的 
PLFAs 未 能 被 鉴定 ( 表 2) ,在 一 定 程度 上 限制 了 我 们 对 菌 塘 微 生物 群落 的 全 面 理解 , 未 来 可 结合 其 他 研究 手 
段 ,特别 是 结合 下 一 代 测 序 技术 深入 解析 松茸 菌 塘 的 微生物 群落 特征 。 


Forest type 


Shiro 


CCA2 (15.17%) 


综 上 所 述 ,松茸 菌 塘 内 的 土壤 微生物 群落 组 成 和 结构 特征 与 非 菌 塘 存 在 差异 , 菌 塘 的 真菌 含量 和 F/B 增 
加 , 细 阔 含量 减少 ,表明 松仁 改变 了 阔 塘 的 土壤 微生物 群落 组 成 和 结构 ,导致 阔 塘 具有 特定 的 微生物 群落 特 
征 。 此 外 , 菌 塘 和 非 菌 塘 微 生物 群落 特征 的 差异 在 高 山 栎 和 高 山 松林 内 表现 相似 ,说 明 松 营 对 菌 塘 微生物 群 
落 结 构 的 影响 不 随和 宿主 森林 类 型 而 改变 。 
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